





































































306 大江・他 心｝臓白f動性と　91iE　I 札幌医誌1954
回．数は．毎分90内夕トにし，　圧が叩衡に逡してから側室の内
容を完全に温室に移して混合させ，10分毎に圧の変化を読
み，30労問の発生CO3量を測定した。対照には前記の操
作rl」，酵素渡の代りにRinger氏液を川いたものをとり，
それをAch自家分解量として補正した。使用したRinger
氏液の組成は次の如くであ．る。
　　　90．O　g／¢　NaGl　　溶液　100　cc
　　　lL59／£KCI　　溶液：　2cc
　　　13．O　gμ　NaHco3溶液　　£O　cc
　　　12．29／e　CaC12　　溶液　　　2　cc
　2）Hesterin一宮崎氏法12）：　被検酵素液LO　cc（4．％）
にし5％塩化Ach液LO　cc（終濃度。．σ2　M強）を加え，さ
らに燐酸緩衡液2・Occ（P耳7・4）をカUえて全量4・Occにし，
その混合液を37．5。C30分問溢浴し，・それの1．Occをとり，
蒸溜水1．⑪ecを加えて呈色反臓を行い，　Pulfrich，s　Photo－
meter（Filter　S50，液暦0．5　cm）を用いて比色定量：した。
分解量は，上記操作巾酵素液の代りにRinger氏液を即い
たもの．との差を以．て表わした。
　3）酵素液：　戌犬をオ．一ロバンソーダを以て麻解し，
心臓摘出後直ちに溢血動物用Ringer氏液で灌流，次いで
所要部分を摘出して濾紙で充分水を取り去って’確実に秤量
した組織1．O　gを金剛砂を用いて艦齢，次にRinger氏液
を加えて全量25cc（4％）にし，30QO回30分閥遠心沈澱，
上燗をさら．に濾・過，その濾液を実瞼に供した。
よりみるに，以上の條件では犬：心臓のChE活性度が低く，
各部位ChE量の比較が不可．能なので酵素量を多くしなけ
ればならなかった。t？に以上の成績を参照し．て，酵素活性
度を充分測定出産，且つAchの濫築濃度を原法どおりにな
るように次の條件にした。
　即ちAmmon氏法では，容器の主室に酵素液2．Occ（5％），
側室にAch液1．O　cc（11．25　mg！cc）を入れ，他は前述の’操
作に準じて行った。
　Hesterin一宮崎氏法では，酵素液2。O　cc（5％），　Ach液
1LO　ec（15　mg／cc．）及び緩衝液LO　ccを混じ，他は前述の操
作に準じて行った。e同一材料についての成績は，　Ammon
氏法ではTable　3，　Hesteri11一憧τ11奇氏法ではTable　4の
如くであるb
Table　3．　ノ1二四。箆’s　Metんod
ti＄sue
　　　　　　　　　　実験成績
　1）Ammon観法：系重織0．02　gによる成績はTable　1
の如くであったσ
No．
r．　auricle
r．　ventri　cle
???
????
????
liberated　COg　in　mm3
工Omln．
43．2
46．2
45．S
44．3
9．9
9．1
10．6
10．6
20　min．30　min．
e7．5
90．3－
9．　2．1
88．2
22．0
21．6
22．1
22．0
130．2
135．9
139．8
134．3
623
80??
243
6???
40　min．
168．5
179．4
］．80．2
170，2
42．5
4Q．8
44・．S
43．8
Table　4。　．正1θsterin－1匠吻α名α醜，s　Method
Table　1．　Ammon’s　‘ltfethod tissue
tissue
r．　auriele
r．　ventricle
Iiberated　COi，　（mm：i）　in　5’Q　min．
14．1．
5．7
　2）Hesterin一宮崎氏法：　組織0．02　gによる成績は
Table　2の如くであったo
r．　auricle
Table　Z．　Hesteri’re－Mi？yazalc’i’s　Meth．od
r．　ventriele
No．
????
??」
hydrolyzed　Ach
（mg）　in　30　min．
1．458
1．458
1．284
1．394
O．412
0，412
0．412
tis＄ue
r．　auriele
r．　ventriele
COL，　volumes　eon－
　verted　from
h．ydrolyzed　Ach．
180．O
ISO．O
工58．5
172．1
50．8
50．8
50．S
hydrolyzed　Ach　（mg）　in　30　min．
O．13
0
以上A；nmon氏法の原法に準じて行った1），2）の成績
　両法の比較のためにHesterin一’寓崎氏法のTable　4
では，分解Ach量よりCO2量を換精して表示したが，こ
れは塩化Ach　8．1γが分解して理論上CO2／mm3を発生す
るとの計箪によったものである。
　3）酵素抽出時間：　Ringef氏液抽出液の抽出時間に
r
12）宮崎・他：札医紀要．2，7（1951）．
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よるChE活性度を左心一71T一筋1こついてみるに，　Table　5の
如く抽出時問は101昨1削にて凡そ充分の」＝うである。
Table　S．　Ch．Lb7　Acti・vity　oza　Extracting　Time
extracting
time　（hours）
???????
1iberated　CO，）　（mmtS）
　　in　3’　O　mj，n．
102
116
］21
130
！42
144
　酵素液作製の場合・，磨礫組織にRinger　Jk　irutをカIIえて一
定量にする方法は，操作上誤差を乙i三ずること大になると思
われるので，私は組織1．O　gを磨伴し，それにRinger氏
液を20cc加えることにした。この條件で右心：耳，左：心：耳，
右心室及び左心室の各筋抽出液につきKjeldahl法により
窒1素を測るに，その成績はTable　6の如く，各酵素液のi蛋
自窒1素は殆ど等こしかった。
Table　6・　Protei・n　N　mg　pe？”　cc　of　E，vtract
tissue 1　proteinN（mg＞
r．　auriele　muscle
L　auricle　muscle
r．　ventriele　musele
1．　ventricle　muscle
O．974
0．96S
O．963
0．972
　　　　　　　　総括並びに考按
　1）Ammon氏法＝　前述の成紐の如く，本法は心［均磯
ChEの活性度を充分見ることが出來，また誤差も少ないよ
うであるので，私は本法を｝ilい今後実瞼を進めることにし
た。
　2）Hesterin一宮崎氏法：　前逃の戌絞の如く，心耳
ではAmmon氏法に比較してi寄値を示しているが，大体
Ammon氏法と亭行している成結を示した。本法は翫に発
表の如く，從來のAmmon氏法での成績と比較しても，
凡そ午行した値を示すことを見ているので，今後本法を
Ammon氏法と併川して実瞼を行うことにした。
　3）酵素液：　前述の戌績によれば，融喪0．19当りの
抽出液を用いれば，心臓内のChE：量を比較することが出
來，また酵素液作製については，組織一定量に対し一定量
のRinger氏液を加えて行く場合才Ili出過程における誤差を
生ずること少なく，從って蛋白窒素量も等しく，また抽出
は，10噂問行うのが充分と思われた。
　酵素液作製法にういては，各研究者により種々の方法が
とられている。　Potter　and　Elvehjemi：｝）の特殊器具を）H
いる方法，組織一定量を磨痒し，次にRinger氏渡を加え
て一定量にする方法】1）組織乳液の一定量を検圧計容器に
入れ，それに一定量のRjnger氏液を加える方法珂）・15）筈
あるが，酵：素活性度を比罰する場合，常に一定條件で行う
必要があるので，私は前述の方法を用いて今後目凹するこ
とにした。
　組織抽出液について，その酵素括性度を表わす場合，乾
燥重量当りで表わすか，蛋自窒素量で表わすか，革に組織
の量で表わすか，の：方法があるが，私は前2滑の何れかで
表わすのが適当と考える。しかし私の行っている酵素液作
製法では，前述の成馳）如く，一々蛋白窒素や乾燥重量を
測る必要がないように思われるので私の今後の月割威績
は，漸鮮組織0．lg当りの分解量で表わすことにした。
　玉：JFS6）によれば，酵素液f｛…製後大体10日間は活性1隻の
変化はないとい）・，Wright＆Mendel17）によaしば鼠心臓
のChEはll督間を経過すると活性度が高まると報じている
が，私は心繊摘出，灌流後直ちに酵素液を作製し，1ない
し2H以内に実瞼を終了することにした。
結 論
　1）Ammon氏法とHesterin一宮二二法はほぼ
：・ls行の成績を示し，　Hesterin一宮崎氏法はChE
測定には謡言にして優れた方法と思われる。
　2）心臓ChEの抽出ll寺川は10時ifll位が適当と
，「£図つれる。
　3）　その他心臓各部のChE活性度測定に去之適
の一件を定めた。
　　　　　　　　　　　　　　　（II㈱129．3．18受付）
13）　Potter　＆　Elvehjem　：　J．　Biol．　Chem．　114，　49S　（1936）．
14）　Martini　＆　Torda　：　Klin．　Wschr．　17，　SS9　（193・　8）．
15）　塾f’甚・’：　　Llフig　iiTMヒ器勇埼；謎341，　171　（II召17＞．
16＞玉井 生化学22，29（1950）．
17）　Wright　＆　Mendel　：　J．　BioL　Chem．　165，　3・　89　（1945）．
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Summary
　　　The　authors　compared　・the　two　methods　for　the　quantitative　analysis　of　tissue
cholinesterase　in　dog　heart．
　　　1）　The　djfferences　in　accuracy　and　sensitivity　were　not　generally　recognized　between
Am皿on’s　and　Hesterin－Miyazaki’s　methods．
　　　2）　At　least　ten　hours・is　considered　necessary　to　extract　cholinesterase　from　cardiac
tissue．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Reeeived　Mar．　IS，　1954）
〉
．
